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Uropathogenic Escherichia coli -
an Opportunistic Intracellular Parasite
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Vecino okuzb secil povzrocajo bakterije iz skupine sevov uropatogenih Escherichia coli. Zna-
C¢ilnost okuzbe sedil je pogosto ponavljanje okuzbe, ki jo ve¢inoma povzrodi isti sev bakterij,
kot je povzrocil prvotno okuzbo. Nedavna odkritja so pokazala, da je poglavitni razlog ponav-
Jjajocih se okuzb obstoj bakterij, ki se po prvi akutni okuzbi naselijo v epitelnih celicah secnega
mehurja (urotelijske celice), kjer preidejo v mirujoco fazo znotraj endocitotskih veziklov. V no-
tranjosti urotelijskih celic so bakterije za§Citene pred imunskim sistemom organizma in pred
delovanjem mnogih antibiotikov. Nova so tudi spoznanja o Zivljenjskem krogu uropatogene
Escherichia coli, ki ve¢inoma poteka znotraj kon¢no diferenciranih urotelijskih celic. Kot kaze,
0 za uspe$no namnozevanje uropatogene Escherichia coli pomembne ultrastrukturne znacil-
nosti diferenciranih urotelijskih celic, predvsem odsotnost aktinskih filamentov v subapikalnem
predelu celic. Uropatogena Escherichia coli gostiteljsko celico zapusti predvsem zaradi vsto-
panja v druge Se neokuZene celice. Odkritje znotrajceliénega dela Zivljenjskega kroga uropatogene
Escherichia coli nam odpira moznosti za odkrivanje novih, uspe$nejsih nacinov zdravljenja
kroni¢nega cistitisa.

ABSTRACT
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The majority of urinary tract infections are caused by strains of uropathogenic Escherichia
coli. One of the characteristics of urinary tract infections is the high frequency of recurrence,
usually caused by the same bacterial line causing the primary infection. The results of a recent
study revealed that the reason for recurrent infection lies in residual bacteria that persist in
latent form inside uroepithelial cells after the acute primary infection. In the endosomal vesi-
cles of urothelial cells, uropathogenic Escherichia coliis thus protected from both the immune
system and most antibiotics. It has also been found recently that uropathogenic Escherichia
coli spends most of its lifetime inside terminally differentiated urothelial cells. The most impor-
tant factors of successful proliferation of uropathogenic Escherichia coli were found to be the
ultrastructural characteristics of these differentiated cells, such as the disappearance of actin
filaments from the subapical region of urothelial cells. Uropathogenic Escherichia coli seems
to exit urothelial cells only to be disseminated to other uninfected cells. The recent discovery
of uropathogenic Escherichia coli as an intracellular parasite indicates new treatment modal-
ities for recurrent cystitis.

1 Doc. dr. Peter Verani¢, univ. dipl. biol., Indtitut za biologijo celice, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani,
Lipiceva 2, 1000 Ljubljana.
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uvobD

Uroinfekcije so druga najpogostej$a oblika
infekcij pri ¢loveku; pogostejse so le Se okuz-
be dihalnih poti (1). Zenske so bolj podvrze-
ne tej okuzbi, verjetno zaradi krajse razdalje
med danko, osnovnim virom okuzbe, in sec-
nico, ki je najpogostejse vstopno mesto za uro-
patogene bakterije. Po secnici lahko bakterije
prodrejo do se¢nega mehurja in povzrocajo
cistitis. Od tam pa se okuzba lahko razsiri po
secevodih do ledvic, kar povzro¢i mnogo tez-
je obolenje — pielonefritis. Urinarni sistem ima
ucinkovito zascito pred okuzbo predvsem s to-
kom urina, ki spira celotno urinarno pot in
tako odplakne vecino vstopajocih bakterij.
Bakterije, ki dospejo do se¢nega mehurja in
se pritrdijo na epitelne celice, so izpostavlje-
ne napadom protiteles iz skupine IgA in
polimorfonuklearnih levkocitov. Dodatno se
mehur brani pred napadom bakterij z lusce-
njem okuZenih epitelnih celic, ki se skupaj
z bakterijami odstranijo z urinom (2). Kljub
tej zasciti doleti okuzba urinarnega trakta vec¢
kot 50 % Zensk vsaj enkrat v Zivljenju in pri
vec kot 25 % Zensk, ki so doZivele akuten cisti-
tis, se ta v Sestih mesecih spet ponovi (3).

POVZROCITELJI UROINFEKCIJ

Glavnino okuzb urinarnega trakta povzroca-
jo bakterije iz skupine uropatogene Escherichie
coli (UPEC). To bakterijo se uvrs¢a med zunaj-
celi¢ne patogene, ki so se sposobni pritrditi
na epitelne celice, ne pa tudi vstopiti in pre-
Ziveti znotraj evkariontske celice (2). Dvom
v pravilnost te predpostavke poraja dejstvo,
da skoraj 70 % ponovnih okuZb povzroci
isti sev UPEC, ki so ga dokazali pri primarni
okuzbi (4). Ob tem je znano, da je v posamez-
nikovem prebavnem traktu kot primarnem
viru okuzbe dokaj velika pestrost sevov Esc-
herichia coli (5). 1z tega lahko sklepamo, da
ostanejo bakterije v urinarnem traktu v prita-
jeni obliki tudi po prenehanju znakov okuzbe.
To domnevo so Ze sredi 80. let prej$njega
stoletja podkrepili raziskovalci Bishopove
skupine (6), ki so v biopsijskih vzorcih mehur-
ja Zensk s kroni¢nim cistitisom dokazali
prisotnost bakterij, ¢eprav v urinu bakterij
niso nasli. Dejansko je ta raziskava pokazala,
da ostane po cistitisu kolonija UPEC znotraj
urotelijskih celic kot prikrita okuzba. Novej-
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$e Studije na migjem modelu cistitisa so po-
kazale, da je vstop UPEC v urotelijsko celico
bistven dogodek za pojav akutne urotelijske
okuzbe. Te bakterije lahko prezivijo ve¢ mese-
cev znotraj urotelijskih celic, kjer so zas¢itene
pred imunskim sistemom in antibiotiki, v za-
nje ugodnih razmerah pa povzrocijo ponovno
okuzbo (7, 8).

RAZVOJNE FAZE UPEC

Na misjem modelu cistitisa so ugotovili, da
UPEC med okuZbo mehurja prehaja skozi Sti-
ri razvojne faze (slika 1) (9). V prvih 3 urah
po okuzbi se bakterije pritrdijo na povrsinsko
urotelijsko celico in prerinejo skozi apikalno
membrano ter tam pri¢nejo oblikovati zno-
trajcelicno bakterijsko zdruzbo (angl. intracel-
lular bacterial community — IBC). V tej prvi
fazi so bakterije palicaste oblike, velike okrog
3 um. Za to fazo so znacilne hitre delitve, na
30 do 35 minut, kar v kratkem ¢asu moc¢no
poveca IBC. Po 6 do 8 urah govorimo o drugi
fazi, ko nastanejo urejeni skupki tesno zapa-
kiranih bakterij, ki izpolnjujejo vedji del cito-
plazme povrsinske urotelijske celice. Takrat
so bakterijske celice manjse (0,7 um), elipsoid-
ne oblike in delitve se upocasnijo. Tretja faza
nastopi od 12 do 16 ur po okuzbi, ko se pric-
nejo posamezne bakterije locevati iz teh ureje-
nih skupkov. Postanejo hitro gibljive in ponovno
dobijo palicasto obliko. Te gibljive bakterije
se prerinejo iz povrsinskih urotelijskih celic
in se pojavijo v svetlini mehurja, kjer lahko
okuzijo druge urotelijske celice ter tako vsto-
pijo v ponovni krog namnoZevanja v gostitelj-
skih celicah. Intenzivno izstopanje bakterij iz
urotelijske celice sprozi prekinjanje medce-
li¢nih stikov, kar vodi v odluséenje celice in
odstranitev bakterij, ki se nahajajo v ali na celi-
ci. Hitrost odziva urotelija z lus¢enjem oku-
Zenih celic se spreminja od gostitelja do
gostitelja in od tega je odvisna hitrost odstra-
nitve bakterij iz mehurja. Nekatere od bak-
terij v teh ponavljajocih se ciklih namnozZevanja
zrastejo in dobijo nekaj 10 pm dolgo nitasto
obliko, ki predstavlja ¢etrto fazo razvoja bak-
terije. Nitaste bakterije so zaradi svoje za
bakterije nenavadne dolZine varne pred napa-
di polimorfonuklearnih levkocitov, ki pri¢nejo
nekako 6 ur po okuzbi intenzivno odstranje-
vati bakterije iz se¢nega mehurja. Te nitaste
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Oblike UPEC
mreia citokeratinov o~ nitasta
= palitosta
elipsoidna
Slika 1. Zivijenjski krog UPEC.
bakterije so verjetno glavni vir bakterij, kise ~ ZA OKUiBo Z UPEC

po zakljuCeni akutni fazi odcepljajo iz nita-
ste bakterijske celice in se vrinejo v $e neo-
kuZene urotelijske celice. Zaradi odlu$cenja
okuZenih koncno diferenciranih celic se na
povrsini urotelija izpostavijo celice na niZji
diferenciacijski stopnji. V teh manj diferen-
ciranih celicah se UPEC ne razmnoZujejo, pac¢
pa preidejo v mirujoco fazo. Ultrastrukturne
spremembe med diferenciacijo povrsinskih
celic sodijo med poglavitne dejavnike, ki
omogocijo ponovne intenzivne delitve bakte-
rij iz znotrajceli¢nih rezervoarjev, kar lahko
povzro€i nov izbruh bolezni (7).

UPEC palicaste oblike vstopijo v kon¢no
diferencirano urotelijsko celico (TD). Po pri-
trditvi na citokeratinsko mreZo dobijo elipsoid-
no obliko in se mo¢no namnozijo. Nekatere
od UPEC dobijo ponovno palicasto obliko in
postanejo gibljive. Zapustijo gostiteljsko celico
in okuZijo nove celice. Po nekaj dneh se poja-
vijo dolge nitaste UPEC, iz katerih se odcep-
ljajo bakterije, ki vdrejo v celice na vmesni
stopnji diferenciacije (VD).

POMEMBNE DIFERENCIACIJSKE
SPREMEMBE UROTELIJSKIH CELIC

UPEC so se prilagodile na Zivljenje znotraj
dveh diferenciacijskih stopenj urotelijskih
celic. Proliferativno aktivne so v kon¢no dife-
renciranih, tako imenovanih deZnikastih
celicah, ki v zdravem mehurju prekrivajo
povrsino secnega mehurja. Glavna znadil-
nost deznikastih celic je mo¢no odebeljena
apikalna membrana. Sestavljajo jo mem-
branske domene (lehe) iz kristalno urejenih
proteinov uroplakinov, ki prispevajo k manj-
§i prepustnosti membrane za sestavine urina
(slika 2) (10). Posebnost deznikastih celic je Se
odsotnost aktina v subapikalnem delu celic (11).
V tem podrodju se nahaja 1um debela plast
citokeratinov, ki jo prebadajo vzporedno
potekajoci tuneli, potrebni za komunikacijo
med plazmalemo in notranjostjo celice (sli-
ka 3) (12). To mrezno strukturo imenujemo
trajektorijska mreza. Po odluscenju deznika-
stih celic se na povrsini urotelija pojavijo manj

253



P. VERANIC UROPATOGENA ESCHERICHIA COLI - PRILOZNOSTNI ZNOTRAJCELICNI ... | MED RAZGL 2008; 47

Slika 2. Apikalno povisino koncno diferenciranih celic prekrivajo lehe iz uroplakinov. Mejo med celicami nakazuje greben, kjer se nahaja
tesni stik (TS). Merilna crtica = 3 pm.

diferencirane celice, v katere prav tako lahko  mi in prisotnost mikrovilov. Pod apikalno plaz-
vstopijo UPEC. Za manj diferencirane povr-  malemo se v teh celicah nahaja debela plast

254 Sinske celice urotelija je znacilna odsotnost  aktina, ni pa $e oblikovana trajektorijska mre-
uroplakinskih domen na apikalni plazmale-  Za citokeratinov.

-
=

bazalni del

Slika 3. Na apikalnem delu koncno diferencirane urotelijske celice (TD) je v precnem prerezu vidna trajektorijska zgradba citokeratinske
mreZe (CK). Merilna citica = 5 pm.
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PRITRDITEV UPEC NA
UROTELIJSKO CELICO

Klju¢énega pomena za uspesnost okuzbe je pri-
trditev bakterije na apikalno membrano uro-
telijskih celic (8). Pri tem sodelujejo proteini
iz druzine adhezinov. To so proteini zunanje
membrane UPEC. Lahko so sestavina izrast-
kov, imenovanih pili, ali pa so namesceni difuz-
no po membrani. Med adhezine, pomembne
za pritrjanje UPEC na urotelijske celice, sodi
FimH, ki se nahaja na vrhu pilusa tipa-1. Ugo-
tovljeno je bilo, da se FimH veZe na manozo
uroplakina 1a (13). Uroplakini so v diferen-
ciranih povr§inskih urotelijskih celicah ure-
jeni v heksagonalne komplekse, ki sestavljajo
membranske domene apikalne plazmaleme.
Visokolocljivostna elektronska mikroskopija
je pokazala, da se pilus UPEC usidra v sredis¢-
no odprtino med heksagonalno urejene uro-
plakine, kar omogoca trdno vezavo bakterije
na urotelijsko celico.

VSTOP UPEC V UROTELIJSKO
CELICO

Pritrditvi na apikalno membrano urotelijske
celice sledi vstopanje bakterije v epitelijsko
celico. Nacin vstopanja je $e vedno predmet

raziskav. Dosedanje raziskave na in vitro
modelih, kjer so bile celice na nizki stopnji
diferenciacije, kazejo, da poteka vstopanje
s posebno obliko fagocitoze (8). UPEC z ne-
katerimi adhezini (Afa/Dr) vzpodbudijo
nastanek mikrovilom podobnih izrastkov, ki
obdajo bakterijo in omogocijo njeno vkljuci-
tev v celico (slika 4). V manj diferenciranih
celicah ostanejo bakterije obdane z mem-
brano endocitotske vakuole in se v njej ne raz-
mnozujejo, temvec ostanejo v latentni fazi (14).
Vstop v kon¢no diferencirano celico je ocit-
no drugacen, saj te celice na apikalni strani
nimajo aktina, zato fagocitoza ni mogoca (11).
Kot kazejo ultrastrukturne analize vrsti¢ne
elektronske mikroskopije, se bakterije po pri-
trditvi na uroplakin prerinejo v citoplazmo
skozi apikalno membrano in direktno vstopi-
jo v citosol celice, kjer se pri¢nejo intenziv-
no deliti (2, 7).

VPLIV CITOSKELETA NA
PROLIFERACIJO UPEC

Izkazalo se je, da predvsem razporeditev cito-
skeleta v urotelijski celici doloca, ali bo UPEC
vstopila v proliferacijski cikel ali bo presla
v mirujoco fazo (slika 4). Proliferativna faza
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Slika 4. UPEC v razlicno diferenciranih urotelijskih celicah.
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se odvija le v kon¢no diferenciranih urote-
lijskih celicah. UPEC lahko vstopijo tudi
v manj diferencirane celice vimesne plasti uro-
telija, vendar se v njih ne razmnoZujejo, pac
pa ostanejo v latentni fazi. Bistvenega pome-
na za razliko v proliferativni aktivnosti UPEC
v celicah vmesne plasti in povrsinske plasti
je razlika v prisotnosti in razporeditvi aktin-
skega citoskeleta, ki nastopi med diferen-
ciacijo. Med diferenciacijo se v deznikastih
celicah razgradi vecina aktina, predvsem
v apikalnem delu celic. S poskusi in vitro so
pokazali, da aktin zavira proliferativno aktiv-
nost UPEC in jih vzdrZuje v latentni fazi. S po-
rusitvijo aktinskih filamentov v okuZenih
urotelijskih celicah na nizki stopnji diferen-
ciacije se je namre¢ proliferativna aktivnost
UPEC moc¢no povecala. Bakterije, ki so bile
do tedaj vkljucene v endosomski vakuolarni
sistem, so se po razgradnji aktinskih filamen-
tov sprostile v citosol (7). Za UPEC pomem-
ben element citoskeleta so tudi citokeratini,
kot kaze, so pritrditveno mesto za te bakte-
rije. V diferenciranih celicah se ob trajekto-
rijski mreZi citokeratinov nabere glavnina
bakterij. Urejanje bakterij v organizirane skup-
ke je verjetno posledica ploskovne ureditve
citokeratinov, ob katerih se bakterije uredi-
jo v plastovito skladovnico (7, 12, 14).

Po odluséenju koncno diferenciranih celic
lahko UPEC s fagocitozo vstopijo v izpostav-
Jjene celice, ki so na vmesni stopnji diferen-
ciacije. V procesu diferenciacije se zaradi raz-
gradnje aktina iz endosoma sprostijo UPEC
in se pripnejo na citokeratinsko mrezo. Nove
UPEC se iz lumna mehurja prerinejo skozi
plazmalemo in se prav tako pritrdijo na cito-
keratinsko mreZo.

POTENCIALNE NOVE
MOZNOSTI ZDRAVLJENJA
UROINFEKTOV

Znotrajceli¢na narava UPEC in prisotnost
rezidualnih bakterij znotraj celic je vzpodbu-
dila razmisljanje o novih strategijah zdravlje-
nja okuzb se¢nih poti. Novejse raziskave so

MED RAZGL 2008; 47

usmerjene v preverjanje uspesnosti zdravlje-
nja s kombinacijo antibiotikov in hkratnega
odstranjevanja znotrajcelicnih rezervoarjev
bakterij. Naceloma naj bi tak$no zdravljenje
zmanjsalo pogostost ponovnih okuzb urinar-
nega trakta. Ena tak$nih metod je zdravlje-
nje s kombinacijo antibiotikov in forskulina,
ki s poviSanjem nivoja cAMP v celicah pove-
¢a eksocitozo in tako omogodi hitrejse odstra-
njevanje bakterij iz celice. V svetlini mehurja
pa se bakterije izpostavijo vplivu antibiotikov,
ki sicer ne ucinkujejo na bakterije v notranjo-
sti urotelijskih celic. Se vedno pa po tej meto-
di ostanejo v urotelijskih celicah bakterije, ki
jim je uspelo prodreti v citosol celic in jih z ek-
s0Citozo ne moremo odstraniti iz celic (15, 16).

Druga, verjetno uspe$nej$a metoda odstra-
njevanja bakterij iz se¢nega mehurja, bi bila
kombinacija antibiotika z biopolimerom hito-
zanom. Prednost tega polimera je, da je spo-
soben vezati nase bakterije (17), ki se nahajajo
v svetlini mehurja, obenem pa povzroca lus-
Cenje celic, ki so v neposrednem stiku s hito-
zanom (18). S to metodo bi lahko odstranili
tudi tiste bakterije, na katere zaradi za$cite-
nosti znotraj urotelijskih celic antibiotiki ne
ucinkujejo. Izredna regenerativna sposob-
nost urotelija omogoca hitro nadomescanje
odluscenih celic urotelija in ponovno vzpo-
stavitev njegove barierne vloge. Vendar ima
tudi ta metoda pomanjkljivosti, saj moramo
hitozan dodajati direktno v mehur s katetrom
ali punkcijo nad sramnicno zrastjo, kar je za
pacienta dokaj neprijetno (19).

ZAKLJUCEK

Nedavno odkritje, da so uropatogene bakte-
rije tudi znotrajceli¢ni paraziti, odpira podro¢-
je, na katerem bi predvsem interdisciplinarni
pristop bazi¢nih in klini¢nih raziskovalnih
skupin omogodil uspesnejse zdravljenje te
pogoste in ponavljajoce se infekcijske bolez-
ni, za katero zboli vsaka druga Zenska in ki
samo v ZdruZenih drZzavah Amerike povzro-
¢i 1,6 milijard dolarjev stroskov letno.
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